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ABSTRAKT
Diplomová práce byla zaměřena na testování komerčního přípravku do odlučovačů tuků. 
Cílem práce  bylo  dokázat   schopnost  přítomných mikroorganismu v  přípravku,  produkovat 
lipázy, které působí na různé lipidové substráty. 
K analýze bylo použito celkem 4 druhů rostlinných olejů a 2 druhů živočišných tuků. Pro 
submerzní   kultivaci   bylo   použito   speciálně   připravené  médium,   do   kterého   následně   byl 
přidáván určitý druh tuků nebo oleje. U všech substrátů byly stanoveny číslo zmýdelnění, číslo 
kyselosti, esterové a peroxidové číslo. 
  Aktivita enzymu a narůst biomasy byly měřeny spektrofotometrický a degradace lipidů 
byla  měřena   titračně.   Studie   ukázala,   že   testované   mikroorganizmy   z   přípravku   utilizují 
všechny lipidové substráty.
Klíčová slova: lipáza, odlučovače tuků, lipolytická aktivita, odbourávání lipidů.
ABSTRACT
Diploma thesis was concentrated at testing of a single commercial product designed as a 
lipid residue removal agent, applicable in grease trap vessel. Concept was,  that product is to 
be tested for possible content of viable microbial culture with ability to utilize various kinds of 
vegetable oils and animal fats, by producing functional lipase. Four types of vegetable oils 
were used, and two fats of animal origin: olive oil, palm oil, rapeseed oil, sunflower oil, lard 
and  beef fat. Determined fat characteristics were: point of the saponification, the acid value, 
the ester value and  the peroxide value.
Submerged cultivation was performed on specially composed medium in which the oil or 
fat   of   choice,  was  mixed   later.  Lipolytic   activity   and   biomass   growth  measurement  was 
performed using spectrophotometry, lipid degradation ability was measured using titrimetry.
Based on results it can be stated that tested microorganisms, originated from product, and 
its lipase has ability to successfully utilize all of used fats and oils and thus, theoretically, 
remove its content from grease trap.
Keywords: lipase, grease trap, lipolytic activity, lipid removal and utilization. 
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I ÚVOD
Množství odpadních vod vznikajících v potravinářství a v zařízeních společného stravování 
není  zanedbatelné, a podle některých zdrojů, překračuje v průmyslově vyspělých zemích 
3 000 tun odpadních vod na milion obyvatelů ročně [2]. 
Problematika   ochrany     životního   prostředí   se   v   tomto   století,     řadí    mezi   prioritní   a 
nejsledovanější společenské úkoly jak v EU, tak i ve světě. Nedílnou součástí tohoto procesu 
je   odstraňování   kontaminace   komunálních   a   průmyslových   odpadních   vod     a   následně 
zabezpečení čistoty podzemních vod a ovzduší, celkově se tento proces nazývá sanace. 
Výběr vhodné technologie je nejdůležitější proces v celé sanaci, který zásadním způsobem 
ovlivňuje   výsledky sanačního procesu.   Nejčastěji jsou užívány sanační metody fyzikálně­
chemické   a   biologické,   přičemž     biologické   metody   (biodegradace   a   bioremediace)   se 
provádějí  in­situ a mají  nízkou cenu [1]. 
Primárním   cílem   čističek   průmyslových   odpadních   vod   je   odstranění   a   degradace 
organického materiálu za kontrolovaných podmínek. Čistící proces se skládá ze tří kroků[1]:
 
1) primární úprava –  fyzikální procesy, odstranění velkých částic a sedimentace, 
2) sekundární úprava – biologická oxidace  
3) finální úprava – kombinace procesů, které odstraňují zákal. 
Podle základního rozdělení sanitačních technologií se proces odlučovaní tuků řadí   mezi 
technologie zavedené a dlouhodobě   ověřené, kde je podrobně znám technologický postup a 
účinnost,  eventuálně nedostatky a omezení. Naopak  proces biodegradace oddělených tuků  se 
řadí   mezi technologie   vznikající, které  jsou známé,  ale dosud dlouhodobě neodzkoušené. 
Oba procesy patří do první fáze čistění odpadních vod: primární úprava odpadních vod ­ výběr 
vhodného přípravku do odlučovačů tuků je jednou z nejdůležitějších součásti toho procesu [1].
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II TEORETICKÁ ČÁST
2.1 Lipidy jako primární substrát lipáz
Lipidy jsou přírodní organické molekuly, které jsou omezeně rozpustné ve vodě. Příkladem 
jednoduchých  lipidů   jsou:   tuky,  oleje,  vosky a  lipidů   složených:   fosfolipidy,  glykolipidy  a 
steroly.  Lipidy   jsou definovány na základě   fyzikální  vlastnosti   ­   rozpustnosti  na  rozdíl  od 
ostatních   skupin   organických   sloučenin,   které   jsou   definovány   na   základě   struktury. 
Potravinářská praxe toto rozdělení nepoužívá a rozeznávají se jen tuky, oleje, mastné kyseliny 
a lecithin ostatní lipidy nemají průmyslový význam. Nejrozšířenější lipidy jsou tuky a oleje 
živočišného nebo rostlinného původu. Chemicky jsou to deriváty glycerolu ­ triacylglyceroly, 
estery glycerolu se třemi mastnými kyselinami, které mají  dlouhý řetězec [3].
2.1.1 Mastné kyseliny jako základní složky lipidů
2.1.1.1 Vlastnosti mastných kyselin
Mastné   kyseliny   mají   nerozvětvený   řetězec   se   sudým   počtem   atomů   uhlíku   (počet 
uhlíkových   atomů   se   obvykle   pohybuje   mezi   12   a   20).   Mastné   kyseliny   v   molekule 
triacylglycerolu nejsou stejné, a proto tuk nebo olej z určitého přírodního zdroje představuje 
složitou   směs   různých   triacylglycerolů   (tabulka   2.1).   V   přírodních   tucích   a   olejích   je 
identifikováno více než 100 mastných kyselin a z toho 40 je velmi rozšířených [3].
Tabulka 2.1. Složení některých tuků a olejů [3]. 
Nenasycené mastné kyseliny mají nižší teploty tání než nasycené analogy, (což také platí 
pro triacylglyceroly). Poměr nenasycených kyselin k nasyceným kyselinám je u olejů vyšší než 
u  živočišných  tuků,  proto  jsou  teploty  tání  olejů  nižší   a   tuky  jsou při  pokojové   teplotě  v 
kapalném stavu.  To zapříčiňuje prostorové  uspořádání  molekuly. Lineární  nasycené  mastné 
kyseliny umožňují  molekulám triacylglycerolu postavení  a vhodné  uspořádaní  v krystalové 
mřížce.  Naopak  dvojné   vazby  nenasycených  kyselin   vnášejí   do  molekuly  nepravidelnosti, 
které tvorbu krystalů znesnadňují [3]. 
Čím více je dvojných vazeb, tím nižší je teplota tání oleje (tabulka 2.2). Dvojné vazby mezi 
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atomy uhlíku mastných kyselin v olejích se mohou katalyticky hydrogenovat.  Vznikají   tak 
tuhé nebo polotuhé pokrmové tuky (margarin) [4].
Hydrogenace nebo ztužování  jedlých olejů je proces, při kterém dochází k adici molekuly 
vodíku na dvojné  vazby nenasycených mastných kyselin.  Pro výrobu pokrmových tuku se 
částečně hydrogenuje jen jedna dvojná vazba polynenasycených mastných kyselin, proces se 
upravuje tak, aby teplota tání produktu nepřevýšila teplotu v ústní dutině [4]. 
Tabulka  2.2 Vlastnosti některých mastných kyselin. 
Tabulka  2.3 Obsah mastných kyselin v některých ztužených tucích. [4]
V procesu ztužování   dochází k částečně izomeraci přirozených cis­polyenových kyselin na 
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nežádoucí     trans­mononenasycené    kyseliny,  které  mohou být    potenciálně  odpovědné    za 
vznik srdečních a cévních chorob (tabulka 2.3) [4].
2.1.1.2 Odbourávaní  mastných kyselin
Biologické odbourávaní uvolněných mastných kyselin se řídí procesem  ­oxidace (β obrázek 
2.1). Z molekuly mastné kyseliny se postupně odštěpují dva uhlíkové atomy,   zlom řetězce 
nastává mezi  ­ uhlíkem a  ­ uhlíkem acyl­CoA, proto pochod má název  ­oxidace. Uvolněnéα β β  
dvou uhlíkové sloučeniny   jsou acetyl­CoA, proto např. štěpením kyseliny palmitové vzniká 
osm molekul acetyl­CoA [5]. 
Obrázek 2.1. Schema   ­oxidace kyseliny palmitové β [5]
2.1.2 Odbourávaní  glycerolu
Využití   glycerolu   jako   substrátu   v   biotechnologiích  má   obrovsky   význam,   z   důvodu 
vícenásobného nárůstu produkce bionafty   v  Evropě  za  posledních 15  let.  Cena glycerolu 
klesla   z   650­700  €   za   tunu  v   roce  1996  na     150­200  €   v   roce  2005.  Bionafta   je   směs 
methylesterů   mastných   kyselin   získaných   procesem   transesterifikace   z   rostlinných   olejů 
(zejména řepkového a sojového oleje).  Glycerol    vzniká  při  procesu jako vedlejší  produkt 
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transesterifikace. Předpokládaná produkce bionafty v Evropě v roce 2005 byla 4 miliony tun. 
Z každé tuny   bionafty vzniká 100 kg glycerolu, pro který se musí najít ekonomický způsob 
využití.    Vypracované   jsou fermentační   technologie využívající   jako substrát  glycerol např. 
produkce   vodíku   a   ethanolu   z   odpadů   obsahující   glycerol   použitím kmenů  Enterobacer  
aerogenes.   Další   popsané   možnosti   utilizace   jsou   procesy   produkce   1,3­propandiolů, 
dihydroxyacetonů a antibiotik [6].
2.1.3 Hodnocení  lipidů
Kvalita lipidů (zejména jedlých tuků a olejů), se stanovuje zkouškami, které označujeme 
jako konstanty tuku.
Teplota zakouření je teplota, kdy se nad tukem objeví první dým, čímž tuky přestávají mít 
charakteristické   složení   a  mění   se   chemické   vlastnosti   tuků.  Dochází   k  oxidaci  objeví   se 
aldehydy, které se usazují na stěnách nádob.
Hustota (měřena za určité teploty, nejčastěji 20°C).
Teplota tání a tuhnutí Tyto teploty jsou odlišné, a vyšší bývá teplota tání. Veškerý tuk se 
neroztaví najednou při stejné teplotě ale v krocích: 
změknutí → změna v tekutinu → vyjasnění tekutiny. 
Index lomu záleží na složení tuků, jedná se o měření refrakce světelných paprsků tenkou 
vrstvou lipidu.
Viskozita tuků se určuje  pomocí viskozimetru.
Číslo zmýdelnění udává množství KOH v miligramech potřebného na zmýdelnění volných 
mastných kyselin a vázaných mastných kyselin v jednom gramu zkoušeného tuku. Provádí se 
za studena, kdy dochází k neutralizaci jen volných mastných kyselin, nebo za tepla kdy se 
zmýdelňují  také vázané mastné kyseliny.
Jodové číslo   udává množství gramů jodu, které se  naváže  na nenasycené vazby ve 100g 
tuku. Udává stupeň nenasycenosti tuků.
Číslo kyselosti udává množství volných mastných kyselin v tuku. Je dáno množstvím KOH 
v miligramech potřebného k neutralizaci volných mastných kyselin v jednom gramu tuku [4].
Tabulky  č.   2.4   a  č.   2.5  udávají   požadované     hodnoty  pro  konstanty   tuku  u  nejčastěji 
používaných druhů  jedlých tuků a olejů [7].  
Tabulka 2.4  Požadované  hodnoty pro konstanty některých jedlých olejů.
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Tabulka 2.5  Požadované  hodnoty pro konstanty některých jedlých tuků.
2.2 Lipolytické enzymy 
Lipolytické  enzymy řadíme mezi hydrolázy, katalyzující  ve dvoufázovém systému voda­
lipid,   rozklad    mono­,  di­  a   triacylglyceroly  na  vyšší  mastné  kyseliny,  alkohol  a  glycerol 
komplexním mechanizmem závislým na mnoha faktorech (obrázek 2.2) [8].  
Obrázek 2.2  Schéma enzymové   reakce u lipáz: rozklad triacylglycerolu na glycerol a volné  
mastné kyseliny.
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Lipázy jsou produkované řadou organismů patřící do dvou z třech větví fylogenetického 
stromu. První  tvoří bakterie a druhou eukaryota včetně zvířat, rostlin a hub (obrázek 2.3). Z 
technologického   hlediska     jsou   nejzajímavější   lipázy  mikrobiálního   původu,   pokud   jsou 
produkovány   jako   extracelulární   enzymy,   uvolňující   se   do   kultivačního   prostředí   během 
pozdní exponenciální fáze. 
Primárním substrátem lipáz jsou triacylglyceroly dlouhého řetězce a tato vlastnost je základ 
dříve používané definice lipáz jako "esteráz schopných hydrolyzovat estery vyšších mastných 
kyselin" [8]. 
Obrázek 2.3. Fylogenetický strom [9] 
2.2.1 Mechanismus účinku lipáz
Triacylglyceroly nemají žádný náboj, i když     obsahují např. kyselinu máselnou jsou do 
určité  míry rozpustné ve vodě, triacylglyceroly  obsahující jenom  vyšší mastné kyseliny jsou 
prakticky   nerozpustné   ve   vodě.   Maximální   koncentrace   jednotlivých   molekul   lipidů   ve 
vodném roztoku je označována jako "bod saturace"  od toho bodu se zvýšením  koncentrace, 
tvoří   lipid,   emulzi   ve   vodě   (formují   se   mikro­kapky   lipidu   ve   vodě).   Na   rozdíl   od 
triacylglycerolu   tvoří nerozpustné fosfolipidy   ve vodě micely,     při koncentraci přesahující 
maximum rozpustnosti.  Bod saturace triacylglycerolu může byt velmi nízký, nižší  než 
1 μmol/l. Lipolytická reakce probíhá  pouze na rozhraní fází lipid­voda z čeho je zřetelné, že 
koncentrace substrátu na rozhraní fází (vyjádřena v mol/m2) přímo ovlivňuje rychlost reakce. 
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Proto je molární  koncentrace a stav (kapalný,   tuhý)  substrátu   důležitý,      pokud ovlivňuje 
fázovou rovnováhu. Proto mohou v jedné  fázi existovat molekuly substrátu v rozdílném stavu 
bez přímého vlivu na reakční rychlost [8]. 
2.2.2 Kinetika enzymové reakce
Aktivita esteráz je funkcí koncentrace substrátu a řídí se kinetikou Michaelis­Mentenové, 
maximální reakční rychlost je dosahována při koncentraci substrátu, který je mnohonásobně 
menší než je bod nasycení, přičemž stav emulze substrát­voda neovlivňuje tuto rychlost.   Na 
rozdíl   od   toho,   lipázy   nevykazují   žádnou   aktivitu   dokud   je   substrát   (lipid)   ve       stavu 
jednotlivých molekul ve vodě. Když koncentrace substrátu převýší bod rozpustnosti  začíná se 
formovat emulze, a reakční rychlost výrazně narůstá. Z obrázku č. 2.4    je patrné, že aktivita 
lipáz   přímo   záleží   na   přítomnosti   rozhraní   fází.   Z   toho   vyplývá   definice:   "lipázy   jsou 
karboxylesterázy působící  pouze na emulze substrát­rozpouštědlo" [8].
Obrázek 2.4  Aktivace lipáz v přítomností fázového rozhraní. A­koňská pankreatická lipáza,
B­koňská jaterní esteráza [8].
Tato vlastnost lipáz našla vysvětlení, kdy byla poprvé objevena  prostorová struktura. Bylo 
zjištěno, že aktivní centrum enzymu je chráněno polypeptidovým řetězcem ve formě pokličky 
(angl.  "lid­like"),  znemožňující  napojení   samotné  molekuly  lipidu   na enzym a následnou 
tvorbu aktivního komplexu. Naproti tomu, pokud lipáza přichází do přímého styku s lipidovou 
fází,  začínají  konformační  změny, které  posunou chránící    polypeptidový  řetězec a umožní 
přístup lipidu do aktivního centra enzymu. V důsledku hydrofobní části pokličky dochází k 
hydrofobní   interakci   s     lipidovou  fázi,   a   tím   se   zvyšuje   síla  vazby enzym­substrát.  Tato 
skutečnost vysvětluje fenomén aktivace lipáz v přítomnosti fázového rozhraní  ­  působením 
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pokličky polypeptidové povahy,  čím lze rozlišit esterázy od lipáz. Pokud enzym působící na 
triacylglyceroly   nevykazuje   fenomén   aktivace,  má   být   považovaný   za   esterázu.  Kinetika 
lipolytické reakce se neřídí rovnicí Michaelis­Mentenové, přestože  tento model  platí jen pro 
homogenní jednofázový systém, ve vodě rozpustný má být enzym i substrát. Proto se uvádí 
nový předpokládaný model, který se skládá ze dvou kroků (obrázek 2.5.): 
1)Fyzikální   adsorpce   lipázy   na   povrch   lipidové   fáze,   souběžně   s   aktivací   enzymu   a 
posunem ochranné polypeptidové pokličky,
2)Tvoření   komplexu   enzym­substrát,   který   je   následně   hydrolyzovaný   na   produkt   a 
regenerovaný   enzym.   Tento   krok   se  může   popsat   jako   povrchový   model  Michaelis­
Mentenové,   ve   kterém   se   koncentrace   substrátu   vyjadřuje   v   molech   na   jednotky 
mezifázového povrchu, namísto v molech na jednotky celkového objemu.
Popsané jsou rovnice, které dobře opisují  podmínky modelu a také kinetiku reakce v případě 
kompetitivní inhibice lipáz, a také v přítomnosti detergentu (působí jako emulgační činidlo).
Obrázek 2.5. Model pro popsání kinetiky enzymové reakce na povrchu rozhraní fází:
k1, k ­1, kp, kd, kcat ­ konstanty reakční rychlosti,
E ,E*,P ,S ­ enzym, aktivovaní enzym, produkt, substrát, podle uvedeného pořadí [8].
Dříve uvedena definice:  "lipázy jsou karboxylesterázy působící  pouze na emulze substrát­
rozpouštědlo"   neplati   u   všech   druhů   bakteriálních   lipáz.    Např.     lipázy   z  Pseudomonas 
aeruginosa a Bacillus subtilis nevykazují fenomen aktivace v přítomností fázového rozhraní, 
a také působí  stejnou rychlosti na emulgované tuky a rozpustné substráty. Namísto aktivace v 
přítomností fázového rozhraní, aktivita těchto enzymů narůstá nepřerušené nezávisle na bodu 
saturace daného substrátu (obrázek 2.6) [8]. Navíc enzym z Bacillus subtilis má molekulovou 
hmotnost kolem 20kDa a patří  do nejmenších známých lipáz (např. lipáza z  Pseudomonas 
aeruginosa  má  molekulovou hmotnost 30kDa),  a molekul se velmi málo  podobá  ostatním 
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enzymům [18].    Proto je  potřeba uvedený    model  pro popsání  kinetiky enzymové   reakce, 
používat s ohledem na druh mikroorganismu  který enzym produkuje [8].
Obrázek 2.6.  A­ Aktivita enzymu z Pseudomonas aeruginosa pro substráty: 
1­ triacetin (bod saturace 306 mmol/l) a 2­ tripropionin (bod saturace 15 mmol/l) 
B­  Aktivita enzymu z Bacillus subtilis pro různé koncentrace triacetinu.
2.2.3  Prostorová  struktura mikrobiálních lipáz
Prostorová  struktura  lipázy z Rhyzopus miehei byla objevená v roce 1990. Od té doby bylo 
objeveno ještě několik třídimenzionálních struktur lipáz především  mikrobiálního původu. U 
všech   lipáz   (molekulová   hmotnost   se   pohybuje   mezi   19kDa   a   60kDa),   byla   zjištěna 
charakteristická prostorová konformace označována jako " / ­hydrolázový ohybα β ".   Molekula 
lipázy se skládá až   z 8  ­řetězců, na které může být navázáno  až 6  ­spirál (β α obrázek 2.7). 
Aktivní centrum lipázy se skláda ze tří aminokyselin: serinu (Ser), kyseliny glutamové (Glu), 
nebo asparagové (Asp), a histidinu (His). Nukleofilní zbytek Ser se nachází na C­konci řetězce 
β5 ve formě GlyXSerXGly pentapeptidu, (Gly­glycin), tvořící tak charakteristický    ­ohyb­β α 
sekvenci   označovanou   jako  "nukleofilní   loket"  (angl.   "nucleophilic   elbow").   Hydrolýza 
substrátu začíná  nukleofilní  reakcí  mezi   Ser   kyslíkem enzymu a karbonylovým   uhlíkem 
esterové vazby triacylglycerolu, což vede k tvorbě  meziproduktu, který je stabilizován tvorbou 
vodíkových vazeb dusíkatých atomů ze zbytku molekul enzymu (tzv. "oxianiontová dutina") a 
vodíkových atomů z triacylglycerolu. Proces pokračuje uvolněním glycerolu, zůstává komplex 
acyl­enzym, který se následně rozkládá  na aktivní enzym a volné mastné kyseliny [10].
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Obrázek 2.7 Struktura lipázy z Pseudomonas aeruginosa, podle [10].
žlutá barva ­  ­ řetězec; β
červena barva –   ­ spirály; α
červena kulička ­ poloha iontu Ca2+;
Ser82, Asp229, His251­ polohy aktivního centru.
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2.2.4 Klasifikace lipolytických enzymů
Substrátová   specifita   lipáz   souvisí   se   stavbou   molekuly   triacylglycerolu.   Molekula 
glycerolu, jako hlavní stavební složka, obsahuje dva primární a jeden sekundární atom uhlíku. 
Ačkoli  molekula   je   rovinně   symetrická,  primární   atomy uhlíku mají   sterické   rozlišení   jen 
pokud jsou příslušné  ­OH skupiny   substituovány různými  skupinami.  Molekula se tedy pak 
stává opticky aktivní (obrázek 2.8) [8].
 
Obrázek 2.8. Glycerol ­ Fisherova projekce (IUPAC) [11]
Podle substrátové specifity dělíme lipázy do tří skupin[12]:
1.  Nespecifické   enzymy,   nevykazují   poziční   ani   selektivitou   závislou   na   druhu  mastné 
kyseliny. Katatlizují  úplné  štěpení   triacylglycerolu na základní  složky.   Do této skupiny 
patří   lipázy   produkované   bakteriemi  Staphylococcus aureus,   Staphylococcus hycus,  
Corynebacterium acnes, Chromobacterium viscosum,  
16. Druhá skupina lipáz štěpí esterové vazby v poloze 1­ a 3­.  Vznikají 1,2­diacylglyceroly, 
2,3­diacylglyceroly ,  2­monoacylglyceroly a uvolňují se mastné kyseliny. Do této skupiny 
patří   lipázy   produkované   bakteriemi  Pseudomonas   fragi,   Pseudomonas   inoculata,  a 
Pseudomonas fluorescens.
16. Třetí skupina lipáz štěpí molekulu triacylglycerolu, pouze pokud obsahuje určité mastné 
kyseliny.   Např.   lipáza   izolovaná   z   kvasinky    Geotrichum   candidum  štěpí   pouze 
triacylglyceroly   obsahující   mastné   kyseliny   s   dvojnou   vazbou  mezi   C9   a   C10   (např. 
kyselinu olejovou a linolovou)  (obrázek 2.9).
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Obrázek 2.9 Hydrolýza 1,2­dipalmityloleinátu a 1,3­dipalmityloleinátu působením směsných 
lipáz z Geotrichum sp [13].
a)1,3­ selektivita
b)2­ selektivita
c) selektivita třetího typu 
d)selektivita třetího typu vůči nasycením mastným kyselinami.
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2.3 Využití mikroorganismů s lipolytickou aktivitou
Většina známých mikroorganismů je schopna produkovat lipázy, ale jen některé druhy jsou 
průmyslově   využívanými   mikroorganismy.   Důvodem   je   nedostatečná   produkce   enzymů, 
nežádoucí   fyzikálně­chemické   vlastnosti   lipáz,   omezené   možnosti   izolace   z   kultivačního 
media,  atd. Komerční lipázy používané v potravinářství pochází z kvasinek nebo plísní. a to 
ne z důvodu lepších vlastností než bakteriální lipázy, ale proto že tyto mikroorganizmy jsou 
považovány za GRAS (angl. "Generally Recognized As Safe"). Taky je důležité, aby enzym 
byl produkován extracelulárně a vyskytoval se v kultivačním mediu v pozdní logaritmické fází 
kultivace [8]. Teplota a pH optimum působení  enzymů  mají  vliv na jejich výběr,  např.  při 
výrobě pracích prostředků, kdy musí být požadovaná teplota shodná s teplotou praní. Běžně 
používané zdroje průmyslových lipáz jsou uvedené v tabulce 2.6.
Tabulka 2.6  Běžné lipázy a jejích zdroje. [17]
Bakterie rodu  Pseudomonas, které mají dominantní využití v průmyslu, patří mezi první 
prozkoumané gram­negativní producenty lipáz. Některé druhy tohoto rodu změnily název na 
Burkholderia  např.  Burkholderia   cepacia,   dříve  Pseudomonas   cepacia.  
Bakterie   rodu  Pseudomonas   sp.  produkují   tři   skupiny   lipáz  podle   substrátové   specifity   a 
pořadí aminokyselin v pentapeptidu, který tvoří aktivní místo [18].
Mezi   nejpoužívanější   gram­pozitivní   bakterie   produkující   lipázy   patří   rody  Bacillus  a 
Staphylococcus. Enzym produkovaný bakterií Bacillus subtilis byl biochemicky popsán v roce 
1993.   Staphylococcus aureus a Staphylococcus hycus  jsou byly zkoumány na velkém  počtu 
substrátů a navíc rozkládají ve vodě rozpustné estery [8].   
Komerčně  nejvyužívanější  plísně   jsou rody  Aspergillus,  Penicillium  a  Mucor.  Kultivace 
muže být submerzní (např.  Penicillium restrictum  se kultivuje na substrátu obsahující   1 % 
olivového oleje,  aerace 0,5 vvm a míchaní  200 ot./min.  při  20 °C, pH = 5,5   [19] ).  Druh 
Aspergillus oryzae  produkuje dva druhy extracelulárních lipáz a jako zdroj uhlíku využívá 
sojový olej [20] . Druh  Mucor griseocyanus  produkuje termostabilní enzym s potenciálním 
využitím  při výrobě pracích prášků [21]. 
Enzymy   s lipolytickou   aktivitou  produkované   plísněmi   a   bakteriemi   jsou  přidávány  do 
pracích prášků (tabulka 2.7) [8].
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Tabulka 2.7  Komerčně dostupné lipázy, přidávané do pracích prášků [8].
 Nejpoužívanější komerčně dostupné lipázy z kvasinek jsou uvedené v tabulce 2.8 [17]. 
Tabulka 2.8  Některé komerčně dostupné lipázy z kvasinek [17]. 
2.4 Technologické využití lipolytických enzymů
2.4.1 Transesterifikace tuku při výrobě náhražky čokolády
Kakaové máslo je poměrně drahá surovina, která díky svému složení a vlastnostem  přímo 
ovlivňuje   kvalitu   a   senzorické   vlastnosti   čokolády.   Kakaové   máslo   tvoří     až   80 % 
triacylglycerolu   obsahující   ve   své  molekule   navázanou   v poloze   2­   kyselinu   olejovou,   a 
v poloze   1­   a   3­   kyselinu   stearovou.  Díky   tomuto   složení  mastných   kyselin   se   bod   tání 
kakaového másla pohybuje kolem 37 °C, což odpovídá teplotě v ústní dutině [22] . Pokud by 
se   místo   kakaového   másla   použil   k výrobě   čokolády   jiný   tuk   bez   úpravy,   produkt   by 
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nejpravděpodobněji měl nežádoucí lojovitou chuť. 
Proto   v   roce   1976   firma   Unilever   vypracovala   postup   částečné   hydrolýzy   a 
transeestrifikace,   použitím  imobilizovaných   lipáz.  V   současné   době   náhražky   kakaového 
másla vyrábí firma Quest­Loders Croklan, z palmového oleje využitím imobilizovaných lipáz 
Rhizopus miechei. (obrázek 2.10) [10] .
Protože použité lipázy mají 10 až 15 krát výší hydrolyzační než transesterifikační aktivitu, 
proces probíhá v téměř bezvodém, dvoufázovém systému. Nejdůležitější krok je výběr lipáz, 
které mají přesně požadovanou specifitu vůči odpovídajícím mastným kyselinám [23].
Obrázek 2.10 Získávaní náhražky kakaového másla, transesterifikací palmového oleje 
[10],[23].
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2.4.2 Lipázy jako přísada do pracích prostředků 
Komerčně  nejdůležitější  uplatnění   lipáz   je při  výrobě  pracích prostředků.  Existuje řada 
komerčně dostupných lipáz, (tabulka 2.7). Jejich průmyslové použití je od roku 1988. Enzym 
se do pracích prostředků přidává v množství 0,4 ­ 0,8 % celkové hmotnosti a jeho cena tvoří 
1 % ceny produktu [9] . Úkolem lipáz je snížit teplotou praní a současně zlepšit jeho účinek. 
Základní požadavky na vlastnosti enzymu jsou [6]: 
a) zachovaní aktivity v rozmezí pH = 8,0 až 11,0  při teplotách 30 °C až 60 °C
b) nízká substrátová specifita
c) odolnost vůči denaturačním činidlům (např. alkansulfonát sodný, proteázy...). 
Na základě literatury [23], se namísto lipáz se do pracích prášků někdy přidávají proteázy a 
amylázy (tabulka 2.9).
Tabulka  2.9 Standardní složky detergentu [23].
2.4.3 Lipázami katalyzovaná  syntéza opticky čistých produktů
Příklad  izolace opticky čistých enanatiomerů  2,5­  hexandiolů  z   jejich racemické   směsi,   je 
uveden  na  obrázku  č.   2.11.     Princip   syntézy   je   v   působení   lipáz  na   racemickou   směs   v 
dvoufázovém   systému   voda­heptan,   katalyzující   jen   esterifikace   (2R,5R)   a   (2R,5S) 
enantiomeru. V organické fázi zůstávají (R, S) monoester a (R, R) diester, přesto se diol úplně 
rozpouští ve vodné fázi. Následně se provádí hydrolýza mono a diesteru, neutralizace a čistění. 
Výtěžek jak (2S,5S), tak (2S,5S) enantiomeru  je kolem 99 %  [6].
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Obrázek 2.11 Produkce optický čistých forem 2,5­hexandiolů  [6].
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2.4.4 Lipázami katalyzované  reakce v bezvodých systémech
2.4.4.1 Modifikace lipáz polyethylenglykolem (PEG)
Polyethylenglykol   (PEG)   je   netoxický   polymer,   rozpustný   ve   vodě   i   v   organických 
rozpouštědlech, používaný k modifikaci lipáz. Enzym si po modifikaci zachovává aktivitu a je 
rozpustný v organických rozpouštědelech, což umožňuje esterifikaci, transesterifikaci a změnu 
optické aktivity látek v benzenu a jiném organickém rozpouštědlu.  PEG je lineární syntetický 
polymer, jehož vzorec je HO­(CH2CH2)n­CH2CH2OH,   o molekulové hmotnosti mezi 500 a 
20000. Přestože má dvě ­OH skupiny, jedna se obvykle inaktivuje navázáním různých skupin 
a   vznikají   tak   deriváty:   PEG2  (metoxypolyethylenglykol­6­chlor­triazin),   SS­PEG 
(metoxypolyethylenglykol­sukcinimid­sukcinát) a PM (kopolymer  polyoxyethylen­alyl­methyl 
esteru a anhydridu kyseliny jablečné).
Reakce navazování enzymu na PEG probíhá snadně v alkalickém prostředí při pokojové 
teplotě. Reakce se účastní některá z reaktivních skupin modifikovaného PEG a obvykle i ­NH2 
skupina enzymu.
Lipázy, které   je jsou např.  z   Pseudomonas fluorescens  je možné  modifikovat použitím 
PEG2 (nebo PM) a z Candida cilindracea použitím SS­PEG..  
Příkladem použití PEG modifikovaných lipáz je zisk opticky čistého enantiomeru 
­dekalaktonu z jeho racemické směsi (ε obrázek 2.12). Látka  ­dekalakton je součástí parfémůε  
a  opticky čistý izomer je velmi obtížné získat organickou syntézou [24]. 
Obrázek 2.12 Získávaní opticky čistého enantiomeru  ­dekalaktonu z jeho racemické směsíε
2.4.4.2 Mikroenkapsulace lipáz 
Aby enzymem katalyzovaná reakce probíhala v organickém, bezvodém systému, používá se 
metoda zapouzdření lipáz v lipidové vrstvě. Výhody této technologie jsou, že systém obsahuje 
velmi malé množství vody, což stimuluje lipázovou aktivitu. V případě, že je produkt reakce 
hydrofilní povahy, snadno se odděluje extrakcí vodou. 
Proces enkapsulace je jednoduchý: smíchání enzymu v pufru (0,05 M NaHPO4, pH = 5,1), 
a disperze lipidů  při 4 °C.   Následuje centrifugace, vypláchnutí a liofilizace. Výsledkem je 
bílý  prášek   rozpustný  ve  většině  organických  rozpouštědel.  Molekulová   hmotnost    částic, 
stanovená   gelovou   chromatografií   je   130kDa  ±   20kDa,     což   ukazuje,   že   se   na   každou 
makromolekulu enzymu přichytí 150 ± 30 molekulu lipidů. Podíl proteinů v částici je mezi 
8­10%, a předpoklad je že jsou alifatické řetězce lipidů  orientovány ve směru organického 
rozpouštědla (obrázek 2.13 ) [24].
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Obrázek 2.13 Vzhled částice zapouzdřené lipázy [24]. 
Typické   použití   enkapsulovaných   lipáz   je   při   reakcích   stereospecifické   esterifikace. 
Esterifikace racemické směsi 1­fenylethanolu s kyselinou laurovou v izooktanu, při 40 °C je 
ukázáno na  obrázku č. 2.14.  Zapouzdřená lipáza je schopna esterifikovat jen R­ formu, čímž 
se usnadňuje oddělení enantiomerů [24].
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Obrázek 2.14 Použití zapouzdřeních lipáz [24]. 
Na obrázku  je ukázaný průběh reakce použitím: 
a) v lipidu zapouzdřené lipázy B,
b)PEG­lipázy B,
c)Lipázy B v emulzi olej­voda,
d)direktním působením suché lipázy B, při stejných reakčních podmínkách. 
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2.5  Odlučovače tuků
2.5.1 Odlučování tuků jako předúprava  vody před procesem čistění odpadních vod
Čistění  odpadních vod zahrnuje celou řadu  technologických procesů,  vypracovaných za 
účelem zpětného přivedení znečistěné vody do jejího přirozeného oběhu (obrázek 2.15) . V 
první   fázi procesu,   tzv.  předčištění    se oddělují  hrubé  mechanické    nečistoty (např.  písek, 
štěrk), další ­ primární úpravou, se v sedimentačním tanku odstraňují z vody nerozpustné látky 
(angl.   biosolids).   Dále   navazují   procesy   biologické   oxidace   (angl.   aerobic   digestion), 
oddělovaní a stabilizace kalu (angl. active sludge stabilization), desinfekce, a konečná úprava 
(aktivní uhlí atd.) [14].  
Z důvodu své nemísitelnosti s vodou, flokulační schopnosti a tendencí k usazovaní, lipidy 
přítomné v průmyslových odpadních vodách, zejména při zpracovaní masa, a masných 
výrobků, při zpracovaní mléka a mléčných výrobků, a taky lipidy ze zařízení společného 
stravovaní, jsou schopny způsobit řadu problémů v provozu čističek odpadních vod.  Lipidy 
zabraňují procesu difúze kyslíku, vykytují se jako usazeniny v tancích až na hladině tekutiny, 
ucpávají  potrubí, a způsobují řadu dalších problémů  [15],[16] . Proto je nutné v provozech, 
kde vzniká odpadní voda obsahující tuky, zabudovat odlučovače tuků. Zařazují se také před 
čističky odpadních vod nebo před vyústěním do kanalizace. Ostatní komunální odpad, ropné 
látky, minerální oleje, splaškové, balastní a dešťové vody se nesmí do odlučovače tuků 
vpouštět [12].  Jinak, ve splaškových vodách se obvyklé počítá s 15 g extrahovatelných látek 
(lipidů) na 1 obyvatele za 1 den. Lipidy jsou přítomné bud' jako volné, adsorbované nebo 
emulgované. Volné lipidy patří mezi látky plovoucí. Volné a adsorbované lipidy jsou 
odstraňovány v mechanickém stupni čistírny odpadních vod. Další část lipidů je ve 
splaškových vodách přítomna v neusaditelné emulgované formě, obsah se jí mění časem 
protože je biologicky  odbourávána [27]. 
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2.5.2 Princip, rozdělení a funkce odlučovačů tuků
Odlučovače   tuků   slouží   k  zachycení   a  odloučení  odpadních  tuků   a  olejů   rostlinného  a 
živočišného původu ze znečištěných vod v oblasti potravinářských služeb a v průmyslových 
provozech   [25].   Separováním   tuků   se   úspěšně   zabraňuje   usazování   těchto   látek   v 
kanalizačních řádech a tím se zamezuje jejich ucpávání [26]. Odlučovač tuků je plastová nebo 
kovová nádrž, umístěna v průmyslových objektech, za účelem separace tuků z odpadních vod. 
Separace vodné od organické fáze, která jako horní vrstva zůstává v nádrži, probíhá na základě 
časové   prodlevy.   Takto   předčištěné   vody   lze   vypouštět   do   kanalizace   [25].   Na   základě 
konstrukce, mohou být: 
a) odlučovače tuků pro vnitřní instalaci (obrázek  2.16) nebo
b) odlučovače tuků pro instalaci do země (pro instalaci mimo budovy).
Podle systému odčerpání obsahu rozlišují se [25]:
a) odlučovače s úplným odčerpáním obsahu 
b) odlučovače s částečným odčerpáním obsahu.  
Podle   materiálu   se   rozlišují   ještě   polyetylenové   odlučovače   (pro   nízký   průtok)   a 
železobetonové odlučovače tuků (pro běžné průtoky). 
Průmysloví  producenti  odpadních vod se musí  vhodnými opatřeními postarat  o   to,  aby 
vody, které obsahují značný podíl tuků, nepronikly do veřejné kanalizační sítě. V podnicích, 
kde vznikají odpadní vody znečištěné tuky, musí být podle české technické normy ČSN EN 
1825 instalovány odlučovače tuků, které zaručí zadržování tuků a olejů organického původu ze 
splaškové vody. To platí např. pro zařízení společného stravování a maso­zpracující provozy. 
Na ochranu budovy je třeba instalovat čerpací zařízení s rezervním čerpadlem. Proto musí být 
za každým odlučovačem tuků, který je nainstalován zpravidla v úrovni pozemní komunikace, 
nainstalováno čerpací zařízení nebo přečerpávací stanice (obrázek 2.17) [25]. 
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Obrázek 2.17 Možností zařazení odlučovače tuků do odpadního systému budovy:
1 ­ digestoř
2 ­ kontrolní otvor (vstup do šachty)
3 ­ heterogenní odpad
4 ­ odlučovač tuků pro volné ustavení
4' ­ odlučovač tuku zabudovaný do země
5 ­  čerpací zařízení s rezervním čerpadlem
6 ­ kanál
7 ­ potrubí
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2.5.3 Výpočet kapacity odlučovačů tuků pro instalaci do země
Výpočet jmenovité velikosti odlučovačů má tři varianty [25]:
2. dimenzování podle zařízení kuchyně;
3. dimenzování podle porcí jídel;
4. dimenzování podle porážecích jednotek.
Příklad: 
Výpočet velikosti odlučovačů pro jídelnu kapacity 3000 jídel denně se skládá ze 7 bodů [35]:
1) Základní údaje:
Kapacita zařízení: n = 3000 jídel/den
Objem odpadní vody fn = 40 l/jídlo  
Pracovní doba t = 600 min
Doba zadržení T = 3 min
Koeficient bezpečnosti k = 3
Odloučeny tuk  gun = 5 l/jídlo 
Akumulovaný tuk   gbn = 5 l/jídlo
Čistící cyklus w = 7 dni
Specificky objem  c = 0,001 l/g 
2) Přítok
Q=f n⋅n⋅t
−1⋅k=40⋅3000⋅7⋅0,001=600  l /min
3) Kapacita shromažďování tuků
Gu=gun⋅n⋅w⋅c=5⋅3000⋅7⋅0,001=105 l
4) Kapacita separace tuků
G s=Q⋅T=600⋅3=1800 l
5) Objem akumulovaného zákalu
Gb=gbn⋅c⋅n⋅w=5⋅0,001⋅3000⋅7=105 l  
6) Dimenze nad úrovní zemí Su
Výška nad úrovní zemí do vstupu přítokové potrubí: 600 mm
Průměr přítokového potrubí: 150 mm
Jistotná výška: 100 mm
7) Kapacita odlučovače tuků
V g=G u⋅G s⋅Gb=105+1800+105=2010l
Dimenze (efektivní): 
Výška  L= 2000 mm
Šířka  W= 1000 mm
Délka  H= 1000 mm
Dimenze odlučovače:
Výška  L= 2300 mm
Šířka  W= 1000 mm
Délka  H= 1850 mm 
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III EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST
3.1 Seznam použitých přístrojů a chemikálií
3.1.1 Přístroje
2.očkovací box, Bioair A Euro­line Division
3.spektrofotometr, UV/VIS HELLIOS DELTA Thermospectronic, England
4.sušárna Memmert, model 100­800 Schwabach
5.ultracentrifuga, Eppendorf centrifuga 5417R
6.váhy A&D Instrument LTD GR­202­EC
7.světelný mikroskop s kamerou, Merci s.r.o.
8.třepačka, Ika Werke­KS 130 basic
9.třepačka, LT2 Kavalier Sázava
10.pH metr, Merci s.r.o. InoLab pH 720, Německo
11.termostat, LTE Scientific LTD, IP 100 – U, Greenfield Oldham OL3 7EN
12.lednice Samsung Calex
13.digestoř
3.1.2 Chemikálie
e) albumin bovine fraction V, Serva
f) chlorid sodný NaCl, Lachema, Brno
g)dihydrogenfosforečnan draselný KH2PO4, Lachema, Brno
h)ethanol 96%
i) EDTA ­ N,N,N',N'­tetramethylethylen diamin C6H12N2, Serva Electrophoresis, Německo
j) fenolftalein, HiMedia Čaderský Envitek, Brno
k)heptahydrát síranu hořečnatého  MgSO4⋅7H2O,  Lachema, Brno
l) hexan, Lachema, Brno
m)hydrogenfosforečnan draselný KHPO4 Lachema, Brno
n)hydrogenfosforečnan sodný   Na2HPO4⋅12H2O, Lachema, Brno
o)hydroxid draselný KOH, Onex, Rožnov pod Radhoštěm
p)hydroxid sodný NaOH, Lachema, Brno
q)kyselina chlorovodíková HCl, Lachema, Brno
r) kyselina šťavelová H2C2O4⋅2H2O, Lachema, Brno
s) kyselina trichloroctová CCl3COOH, Lachema, Brno
t) para­nitrofenol C6H5NO3,  Fluka Chemische Fabrik, Německo
u) para­nitrofenyl­laurát C18H27NO4,  Fluka Chemische Fabrik, Německo
v)pentahydrát síranu mědnatého  CuSO4⋅5H2O Lachema, Brno
w)síran amonný (NH4)2SO4, Lachema, Brno
x)Tween 80 ­ E433 ­ polysorbát 80 ­ polyoxyethylensorbitan monooleát
y)uhličitan sodný Na2CO3, Lachema, Brno
3.1.3 Pracovní pomůcky
d)mikropipety Labopette, HIRSCHMANN Laborgerate (objem 0,1­1,0 ml)
e)mikropipety Biohit proline, (objem 0,1­1,0 ml)
f)špičky modré (objem 0,1­1,0 ml)
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g)špičky žluté (objem 0,01­0,2 ml)
h)stojan s držákem
i)stojan na zkumavky
j)odměrné a běžné laboratorní sklo
3.1.4 Použité substráty
e)olivový olej, Fluka BioChemika Chemische Fabrik, Německo;
f)palmový olej, rostlinný jedlý olej: směs palmového oleje a oleje jarní řepky, vyrobeno pro 
Tesco Stores, země původu Malajsie;
g)řepkový olej, rafinovaný 100%, TK Trade sp. z.o.o. Varšava, Polsko; 
h)slunečnicový olej, panenský olej lisovaný za studena, vyrobeno pro Tesco Stores, země 
původu Francie;
i)vepřové sádlo, domácí škvařené sádlo;
j)hovězí lůj;
3.1.5 Kultivační média
3.1.5.1 Pro submerzní kultivaci
Medium obsahovalo 1,12 g K2HPO4, 0,48 g   KH2PO4, 5 g NaCl, 0,1 g  MgSO 4⋅7H2O, 2 g 
(NH4)2SO4  a 0,0001 g EDTA. Všechny komponenty byly smíchány a rozpuštěný  v 1000ml 
destilované vody. Poté bylo vše vysterilizováno v autoklávu při 121°C po dobu 20 minut. Po 
vysterilizování bylo médium doplněno olejem nebo tukem, který sloužil jako přírodní substrát 
[28]. 
3.1.5.2 Pro povrchovou kultivaci
Použitá kultivační média dodala firma HiMedia Čaderský Envitek, Brno.
Tributyrin 
Jedna lahvička je pro 990 ml média. Obsah lahvičky vytemperovat na pokojovou teplotu, 
asepticky přidat do 990 ml média Tributyrin Agar Base a vysterilizovat v autoklávu při 121°C 
po dobu 15 minut.  Před nalitím na sterilní Petriho misky důkladně promíchat [12].
Spirit Blue Agar
32,15   g   dát   do   1000  ml   destilované   vody   a   zahřívat   do   rozpuštění,   vysterilizovat   v 
autoklávu při 121°C po dobu 15 minut, pak ochladit na 50°C a pomalu přidávat 30 ml směsí 
lipidového substrátu  Tween 80 a  média Tributyrin  v  poměru  1:1,  za  stálého míchání,  pro 
získání rovnoměrného rozptýlení [12].
3.1.6 Příprava roztoků
Fosfátový pufr
0,05   M   roztok   fosfátového   pufru   o   pH   =   7,2   byl   připraven   rozpuštěním   1,431   g
Na2HPO4⋅12H2O  a KH2PO4 v 240 ml destilované vody [32]. 
Roztok hydroxidu draselného v ethanolu
0,5  mol∙dm­3  roztok   hydroxidu   draselného   v   ethanolu:   28   g   hydroxidu   draselného   se 
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rozpustí ve 20 ml destilované vody, do 1000 ml se doplní 96% ethanolem, přefiltruje a 24 h 
skladuje v tmavé lahvi opařené gumovou zátkou.
0,1mol∙dm­3 roztok hydroxidu draselného v ethanolu: 5,6 g hydroxidu draselného se doplní 
do 1000 ml 96% ethanolem.
Kyselina chlorovodíková  
0,5mol∙dm­3  kyselina chlorovodíková:  46 ml 36% kyseliny chlorovodíkové   se  doplní  do 
1000 ml destilovanou vodou.
Směs kyseliny octové a chloroformu
 Kyselina octová a chloroform se smíchají v poměru 3 : 2.
Nasycený jodid draselný
20 g tuhého jodidu draselného se destilovanou vodou doplní na objem 20 ml.
Škrobový maz
0,4% škrobový maz: 0,4 g rozpustného škrobu se přidá do 100 ml horké vody a za stálého 
míchání se přidá jedna kapka methanolu.
Thiosíran sodný
0,01mol∙dm­3 thiosíran sodný: 2,5 g krystalického pentahydrátu síranu sodného se rozpustí 
v destilované vodě a doplní na objem 1000 ml.
Fenolftalein
1% fenolftalein: 1 g fenolftaleinu se doplní do 100 ml ethanolem [32].
3.1.7 Vzorky
Pro odběr  vzorku sloužil  komerční  přípravek,  který  dodala  firma ACO Stavební  prvky 
s.r.o., se sídlem v Přibyslavi.
Přípravek Sany Duo Special je tmavě zelená kapalina, směs bakterií a enzymů [31].
3.1.7.1 Postup při úpravě vzorků před jejich analýzou
Tekuté vzorky
Pro samotnou analýzu bylo ze zásobních kanystrů odebráno 1ml přípravku a rozpuštěno ve 
100 ml destilované vody. Takto připravený vzorek byl dále použit k analýze [12].
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3.2 Pracovní postupy při provádění jednotlivých metod
3.2.1 Stanovení kalibrační křivky p­nitrofenolu
Pro  naměření   a   sestrojení   kalibrační   křivky  byl  použit   základní   roztok  p­nitrofenolu  o 
koncentraci   0,0025  mol/l   (graf   3.1).  Z   tohoto   roztoku  byla   připravena  kalibrační   řada  p­
nitrofenolu o vzrůstající koncentraci v jednotlivých vzorcích 0,0005;  0,0010;  0,0015; 0,0020; 
0,0025 mol/l. Do každé zkumavky bylo přidáno 0,65 ml 0,05 mol/l fosfátového pufru pH = 7,2 
a 0,25 ml 0,1 mol/l Na2CO3. Místo kultury bylo do zkumavek přidáno 0,5 ml vody. Zkumavky 
byly  dobře  promíchány a  na  spektrofotometru  byla   změřena  absorbance  proti  blanku  (ten 
obsahoval místo  p­nitrofenolu 0,1ml destilované vody), při    = 420 nm [12], [28].λ
Graf 3.1 Kalibrační křivka p­nitrofenolu
3.2.2 Stanovení kalibrační křivky albuminu
Kalibrační   křivka   byla   naměřena   a   sestrojena   pomocí   základního   roztoku   albuminu   o 
koncentraci 4 mg/ml (graf 3.2). Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační řada albuminu o 
koncentracích v jednotlivých vzorcích 1,6;  3,2;  4,8;  6,4;  8,0; 16,0 mg/ml podle tabulky 
č. 3.1. Ke všem zkumavkám bylo přidáno 0,5 ml 10 mol/l NaOH. Zkumavky byly doplněny 
destilovanou vodou na objem 4,5 ml a promíchány. Po 10 minutách vaření na vodní lázni a 
ochlazení na laboratorní teplotu bylo do každé zkumavky napipetováno 0,25 ml 25% roztoku 
CuSO4⋅5H2O . Obsah ve zkumavkách byl důkladně promíchán a zfiltrován. Modrofialové 
zbarvený filtrát byl změřen při absorbanci    = 550 nm proti blanku [12].λ
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Tabulka 3.1 Kalibrační řada albuminu
roztok albuminu (ml) 0,4 0,8 1,2 1,6 2,0 4,0 blank
voda (ml) 3,6 3,2 2,8 2,4 2,0 0,0 4,0
roztok 10mol/l NaOH  (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
koncentrace albuminu (mg/ml) 1,6 3,2 4,8 6,4 8,0 16,0 0,0
koncentrace dusíku (mg/ml) 0,2547 0,5093 0,7640 1,0186 1,2733 2,5467 0,0
Graf 3.2 Kalibrační křivka albuminu
3.2.3 Stanovení lipolytické aktivity
Stanovení lipolytické aktivity bylo provedeno v živném mediu, (0,25 ml sterilně odebrané 
kultury), při teplotě 37°C po dobu 30 minut. Jako substrát byl použit 0,025ml/l p­nitrofenyl 
laurát.  Aktivita   lipázy  byla   stanovena  spektrofotometricky při      =  420 nm,  měření  byloλ  
založeno   na   měření   množství   uvolněného   produktu   p­nitrofenolu   ze   substrátu.   Aktivita 
enzymu byla vypočítána podle vztahu  a=
A420⋅f
  V⋅t
, kde 
a  je lipolytická aktivita stanovovaného enzymu (mmol/min);
A420  je absorbance vypočítána z regresní přímky, dosazením 1 za y;
f  (v mmol⋅l ),  je přepočítávací faktor koncentrace p­nitrofenolu pro absorbanci rovnou 1,0 
určený z regresní přímky kalibrační křivky p­nitrofenolu;
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V  je objem vzorku braný do reakce (ml).
t je čas v minutách (t = 30 min).
Vypočítána aktivita byla následně vztažena na 1mg bílkoviny a byla vyjádřena ve formě 
specifické aktivity v 
   mmol
  min⋅mg
proteinu [12],[34].
3.2.4 Stanovení rozpustných bílkovin Biuretovou metodou
Množství  proteinů  bylo stanoveno Biuretovou metodou.  Základním principem je   tvorba 
modrofialově zbarvených chelátů bílkovin s Cu2+  v silně zásaditém prostředí. Vzniklý barevný 
komplex je vytvářen mezi dvěma peptidovými vazbami a mědnatými ionty. Množství bílkovin 
(v mg/ml), bylo vypočítáno z rovnice regresní přímky z kalibrační křivky albuminu: 
y = 0,0212x – 0,0106
(R2=0,9973). 
Do zkumavky bylo odebráno 0,2 ml živného média. Bylo přidáno 0,5 ml 10 mol/l NaOH. 
Směs   ve   zkumavce   byla   doplněna   destilovanou   vodou   na   objem   4,5  ml   a   promíchána. 
Zkumavka byla umístěna do vroucí vodní lázně. Po 10 minutách byla vyjmuta, ochlazena na 
laboratorní teplotu a bylo přidáno 0,25 ml 25% roztoku  CuSO4⋅5H2O  . Obsah zkumavky byl 
důkladně promíchán a zfiltrován. Zbarvený filtrát  byl měřen při absorbanci    = 550nm protiλ  
blanku. Blank obsahoval 4 ml destilované vody, 0,5 ml 10 mol/l NaOH a 0,25 ml 25% roztoku 
CuSO4⋅5H2O  [12].
3.2.5 Důkaz přítomnosti spor lipolytických bakterií
Zkouška přítomnosti spor lipolytických bakterií byla provedena na Spirit blue agaru. Živné 
médium bylo připraveno pomocí návodu uvedeného v kapitole 3.1.5.2. Do média byl přidán 
Tributyrin ve stejném množství jako Tween 80. Po nalití bylo živné médium zaočkováno 1ml 
připravených roztoků testovaného přípravku. První vzorek byl předtím zahříván ve vodní lázně 
pří teplotě 80°C po dobu 12 minut, na usmrcení viabilních forem mikroorganismů a následně 
ochlazen na laboratorní teplotu [33]. Kultivace probíhala aerobně pří teplotě 27°C po dobu 48 
hodin [12].
3.2.6 Stanovení vybraných charakteristik vzorků tuků a olejů 
3.2.6.1 Stanovení čísla zmýdelnění
Postup:
Do malé kádinky se odváží asi 2 g vzorku s přesností na 1 mg. Navážka se kvantitativně 
převede 25,0 ml roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 0,5 mol∙dm­3 do destilační baňky 
s varnými kamínky. Vzorek se ponechá  zmýdelňovat 30 minut pod zpětným chladičem na 
topném hnízdě. Současně je prováděn slepý pokus stejným postupem, ale bez vzorku.
Do   horkého   čirého   roztoku   se   přidají   3   kapky   fenolftaleinu   a   vzorek   se   ihned   titruje 
odměrným roztokem 0,5 mol∙dm­3  kyseliny chlorovodíkové,  dokud se  indikátor  neodbarví. 
Stejně se titruje i slepý pokus [32].
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Výpočet pro vzorky oleje a sádla:
nKOH=nHCl⇒
mKOH
MrKOH
=cHCl⋅V1⇒mKOH=cHCl⋅V HCl⋅MrKOH
  V1 = Vslepý ­ VHCl
  MKOH = 56,108 g/mol
  Čz = 
mKOH
moleje/ tuku
 
3.2.6.2 Stanovení čísla kyselosti
Postup:
Do malé kádinky se odváží asi 5 g vzorku s přesností na 1 mg. Navážka se kvantitativně 
převede asi 100 ml ethanolu do titrační baňky s varnými kamínky. Směs v titrační baňce se 
přivede k varu a promíchá. Přidají se tři kapky fenolftaleinu a za horka se titruje odměrným 
roztokem hydroxidu draselného o koncentraci 0,1 mol∙dm­3  do růžového zbarvení,  které   je 
stálé 30 sekund. Zároveň se provede slepý pokus se 100 ml ethanolu [32].
Výpočet pro vzorky oleje a sádla:
nKOH=nKOH 2 ⇒
mKOH 1 
MrKOH
=cKOH 2 ⋅V KOH 2 ⇒mKOH 1 =cKOH 2 ⋅V 1⋅Mr KOH
  V1 = VKOH  ­ Vslepý  
  MKOH = 56,108 g/mol
  Čk = 
mKOH
moleje/ tuku
 
3.2.6.3 Stanovení peroxidového čísla
Postup:
Do malé kádinky se odváží asi 3 g vzorku s přesností na 1 mg. Navážka se kvantitativně 
převede 50 ml směsi kyseliny octové a chloroformu do zábrusové Erlenmeyerovy baňky. K 
roztoku   se   přidá   1   ml   nasyceného   jodidu   draselného   a   baňka   se   promíchá   pomalým 
kroužením, uzavře a ponechá v temnu.
Po  20  minutách   se  přidá   100  ml  vody,  protřepe  a   titruje  odměrným roztokem  thiosíranu 
sodného o koncentraci 0,01 mol∙dm­3 do žlutého zbarvení. Následně se přidá 1 ml škrobového 
mazu a titruje se, až je horní vrstva bezbarvá a spodní pouze nažloutlá nebo hnědá. Stejným 
způsobem se stanoví i slepý pokus bez přidání tuku [32].
Výpočet pro vzorky oleje a sádla:
n peroxid
nNa2 S2O3
=
1
2
⇒  n peroxid=cNa2 S2O3
⋅V Na2S2O3
  Výpočet hmotnosti peroxidu ve vzorku:
  MrO2=32,0 g⋅mol
−1
  n = nperoxid ­ nperoxid, slepý
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n=
  m
MrO 2
⇒  mO2=n⋅MrO2
  Peroxidové číslo
  Čp = 
  mO2
  m vzorku
3.2.6.4 Stanovení esterového čísla
Postup:
Esterové  číslo  je hmotnost hydroxidu draselného v miligramech potřebná  k neutralizaci 
estericky vázaných kyselin v 1 g tuku. Vypočítá se z rozdílu čísla zmýdelnění a čísla kyselosti. 
Z esterového čísla lze vypočítat přibližný procentuální obsah glycerolu v tuku [32]. 
Výpočet pro vzorky oleje a sádla:
Če   = Čz ­  Čk
%glycerolu =  0,0547⋅Če
3.2.7 Degradace lipidů
  Jako substráty byly použity 4 druhu rostlinných olejů (olivový, palmový, slunečnicový a 
řepkový olej) a 2 druhy živočišných tuků (vepřové sádlo a hovězí lůj). Médium připravené dle 
návodu uvedené v kapitole 3.1.5.1 bylo zaočkováno 1 ml testovaného přípravku a kultivováno 
při   laboratorní   teplotě.  Stanovení   schopnosti  mikroorganizmů  degradovat   lipidy  v průběhu 
submerzní kultivace probíhalo ve vzorcích odebíraných v určených časových intervalech (2, 3, 
4, 5, 8, 9 a 10 dnů). K reakci bylo odebráno 20 ml kultury a v dělící nálevce bylo po dobu 2 
minut extrahováno se stejným množstvím hexanu. Horní vrstva byla znovu extrahována s 20 
ml hexanu. Horní vrstva po dvojité extrakci byla oddělena do čisté zvážené kádinky. Extrakt 
byl odpařen na vroucí vodní lázní. Po odpaření byly kádinky s produktem zváženy a následně 
rozpuštěny ve směsi 50 ml ethanolu a diethyletheru (1:1). Roztok byl titrován 0,1 mol/l NaOH 
na fenolftalein do světle růžového zbarvení [12].
Podíl  mastných   kyselin   ve   vzorku   je   důkazem   schopnosti  mikroorganizmů   degradovat 
lipidy  nebo  využít   volné  mastné   kyseliny   [28].  Množství   volných  mastných  kyselin   bylo 
vypočítáno podle vztahu: 
% volných MK = 
V NaOH⋅cNaOH⋅M⋅100
        1000⋅m
, kde
VNaOH je spotřeba odměrného roztoku KOH při titraci v mililitrech;
cNaOH je skutečná koncentrace odměrného roztoku v mol/l;
M je molární hmotnost převládající mastné kyseliny daného oleje [2];
m je hmotnost volných mastných kyselin po odpaření v gramech.
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3.2.8 Sledování nárůstu biomasy spektrofotometricky
Podle návodu z [12] a zprávy o produktu [31], bylo provedeno stanovení nárůstu biomasy 
bakterií.  Určuje se z růstové křivky a je to grafické znázornění vzrůstu počtu živých buněk při 
submerzní kultivaci v tekutém médiu a skládá se z několika fází (obrázek 3.1).
Obrázek 3.1 Růstová křivka mikroorganismů [30]: 
a) lag  fáze;  
a') fáze zrychlujícího se růstu;
b) exponenciální fáze;
b') fáze zpomalujícího se růstu;
c) stacionární fáze; 
d) fáze postupného odumírání buněk 
(x ­  počet miligramech sušiny na mililitr).
Postup sledování nárůstu biomasy se skládá z fází:
(1) 100 ml média připraveného dle návodu uvedené v kapitole 3.1.5.1 bylo zaočkováno 1 ml 
testovaného   přípravku   v   Erlenmeyerově   baňce   a   aerobně   kultivováno   při   laboratorní 
teplotě.
(2)Zaočkovaná baňka byla inkubována na třepačce po 1h.
(3)Potom byla změřena absorbance při 650 nm proti čistému živnému médiu, vzorky bylo 
nutné vhodně naředit.
(4)Následně   byly   vzorky   odebíraný   sterilně   po   60  minut,   dobře   promíchány   a  měřena 
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absorbance   proti   blanku   (vzorky   bylo   nutné   podle   potřeby   naředit,   aby   absorbance 
nepřesáhla hodnotu 0,6).  
(5)Bod 5. byl opakován tak dlouho  dokud se populace buněk nedostala do stacionární fáze.
(6)Potom bylo nutné buňky v Erlenmeyerově baňce usmrtit autoklávováním
(7)Byla sestrojena růstová křivka: čas (h) ­   mg sušiny na mililitr. Koncentrace sušiny byla 
přepočítaná na neředěný vzorek podle vztahu: v rozmezí hodnot 0,1 ­ 0,6 se absorbance při 
650 nm rovná mg sušiny na mililitr.
3.3 Kultivace
3.3.1 Submerzní kultivace
Do Erlenmeyerových baněk bylo nalito 100 ml média, které bylo připraveno postupem 
uvedeným v kapitole 3.1.5.1. Médium bylo zaočkováno 1 ml přípravku. Kultivace probíhala při 
laboratorní teplotě aerobně na třepačce po dobu 14 dnů [12].
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IV VÝSLEDKY A DISKUZE
Na základě  spolupráce s firmou ACO Industries k. s.,  která  se zabývá  projektováním a 
výrobou odlučovačů tuků, se začalo pracovat na technologií výroby přípravků do odlučovačů 
tuků.   Předcházející   diplomová   práce   se   zabývala   testováním   pěti   komerčně   dostupných 
přípravků, které  dodala firma ACO. Bylo stanoveno, že každý  přípravek obsahuje lipázy a 
lipolytické   bakterie   suspendované   ve   vhodném detergentu.  Nejlepší   lipolytické   vlastnosti, 
aktivita   lipáz   a   narůst   biomasy   byly   zjištěný   u   přípravku   číslo   1,   který   se   prodává   pod 
komerčním názvem  Sany  Duo   Spezial.  Nejlepší   aktivita   enzymu   a  množství   uvolněních 
mastných kyselin byly zjištěni při submerzní kultivaci. V této studií se pokračovalo už jen s 
testováním přípravku číslo 1 a kultivace probíhala submerzně. Dříve taky bylo zjištěno, že se 
bakteriální   lipáza  nachází   jednak volná  v  živném mediu  a  částečně  navázána na  buněčné 
složky.   Proto   se   v   této   studií   používala   přímo   suspenze   bez   předchozí   separace.   Bylo 
testováno, jak působí bakteriální kultura z přípravku, na nejrůznější lipidové substráty, které se 
pravděpodobně  vyskytují  v  odpadních vodách odlučovačích  tuků.  Z  rostlinných olejů  byly 
vybrány nejčastěji využívané jedlé oleje na vaření ­   řepkový olej, potom oleje na přípravu 
salátů a studených pokrmů ­ olivový a slunečnicový olej a také olej na fritování a smažení v 
zařízeních společného stravování – palmový olej. Z živočišných tuků byly zkoumány vepřové 
sádlo a hovězí lůj, protože jsou druhy masa, které tyto tuky obsahují a jsou nejužívanější ve 
Středoevropské kuchyni. Pro každý olej a tuk byly stanoveny parametry, jako je číslo kyselosti, 
esterové číslo, číslo zmýdelnění a peroxidové číslo, aby se prozkoumal vztah mezi chemickým 
složením olejů   a   tuků   a   jejich  odbouráváním,  působením bakteriálních   lipáz,   na   základě 
uvolněných  mastných   kyselin.   Pro   testovaný   přípravek   byla   stanovena   specifická   aktivita 
enzymu   pro   každý   substrát,   přičemž   specifická   aktivita,   byla   přepočítaná   na   obsah 
rozpustných bílkovin v živném médiu. Také byl sledován narůst biomasy, aby se zjistilo, jestli 
je lipolytická aktivita závislá na koncentrací biomasy při submerzní kultivaci.
 4.1 Test na přítomnost spor lipolytických bakterií
Na   základě   dřívější   studie   [12]   a   zprávy   o   produktu   [31]   bylo   známé,   že   studovaný 
přípravek   obsahuje   směsnou   kulturu   lipolytických   bakterií   a   přítomnost   sporotvorných 
bakterií. Přípravek byl otestován na přítomnost spor lipolytických bakterií. Pro tento test bylo 
využito živné médium Spirit Blue Agar, který byl zaočkován podle návodu v kapitole 3.2.8.   a 
tepelně ošetřený na usmrcení bakteriálních buněk, zvolen  byl teplotní režim, který nemá vliv 
na   viabilitu spor (teplota 80°C po dobu 12 minut) [33]. Pro jistotu byl souběžně zaočkován 
agar bez předcházejícího tepelného ošetření. Po 48 h kultivace byl zjištěn narůst bakteriálních 
kolonií na všech Petriho miskách. Z obrázku 4.1 vyplývá, že přípravek obsahuje bakteriální 
spory,   které   jsou   schopné   vyklíčit   v   podmínkách   podobajících   se   podmínkám   uvnitř 
odlučovače tuků. Narostlé bakteriální buňky jsou dále schopné produkovat lipolytické enzymy 
a odbourávat zachycené tuky a oleje.
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Obrázek 4.1 Vzhled narostlých kolonií po zkoušce na přítomnost bakteriálních spor [33].
A­ narůst bakteriálních kolonií po tepelném ošetření,
B­ narůst bakteriálních kolonií bez tepelného ošetření.
4.2 Stanovení vybraných charakteristik tuků a olejů použitích jako substrátů
Metodami uvedenými v kapitole 3.2.6 byly stanoveny vybrané charakteristiky tuků a olejů, 
použitých jako substrátů pro submerzní kultivaci. Výsledky jsou uvedeny v tabulkách zvlášť 
pro tuky a oleje (tabulky 4.1­4.2.). 
Tabulka 4.1. Vybrané charakteristiky olejů
Druh oleje
 Vybrané charakteristiky olejů, čísla:
Kyselosti Zmýdelnění Esterové / %glycerolu Peroxidové
Slunečnicový olej 4,79 51,22 46,43 2,59 161,2
Řepkový olej 0,33 164,76 164,43 9,00 123,95
Olej olivový 1,04 150.52 149,48 8,17 203,46
Palmový olej 0,45 165,10 164,65 9,01 155,89
Tabulka 4.2. Vybrané charakteristiky tuků
Druh tuků
 Vybrané charakteristiky tuků, čísla:
Kyselosti Zmýdelnění Esterové / %glycerolu Peroxidové
Vepřové sádlo 0.49 170,54 170,03 9,30 70,91
Hovězí lůj 2,77 174,36 171,59 9,38 155,3
Porovnáním   získaných   hodnot   vybraných   charakteristik   tuků   a   hodnot   z   tabulek   z 
literárních zdrojů [7], můžeme říci, že jenom charakteristiky slunečnicového oleje se do určité 
míry liší od očekávaných. To se může zdůvodnit změnami při skladování. Je to panenský olej 
lisovaný za studena,  kterému  se velmi rychle mění vlastnosti v průběhu skladování, a který je 
také velmi citlivý na vnější podmínky.
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4.3 Stanovení koncentrace bílkovin v průběhu submerzní kultivaci
Množství rozpustných proteinů bylo stanoveno Biuretovou metodou, postupem uvedeným v 
kapitole  3.2.4.  Získané  hodnoty,   (tabulky  4.3­4.4  a grafy  4.1­4.2),  potom byly použity  na 
stanovení   specifické   aktivity,   jak   je   uvedené   v   další   kapitole.   Koncentrace   rozpustných 
bílkovin, pro všechny tuky a oleje, rostly v průběhu prvních třech dnů kultivace, následně pak 
klesly a po týdnu se koncentrace bílkovin opět zvyšovala. 
Tabulka 4.3. Koncentrace bílkovin v průběhu submerzní kultivaci pro vybrané druhy olejů
Druh oleje 
 Koncentrace bílkovin (mg/ml) 
24 hodin 48 hodin 72 hodin 168 hodin 192 hodin 216 hodin
Olej olivový 3,94 1,49 2,79 1,47 1,16 4,32
Palmový olej 1,44 1,40 ­ 2,69 3,42 3,21
Řepkový olej 3,42 ­ 2,86 1,21 4,51 1,96
Slunečnicový olej 2,91 ­ 2,08 1,87 2,22 5,24
Graf 4.1. Koncentrace rozpustných bílkovin v průběhu submerzní kultivace, a jako substrát  
byly použity různé oleje.
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Tabulka 4.4. Koncentrace bílkovin v průběhu submerzní kultivaci pro vybrané druhy tuků
Druh tuků 
  Koncentrace bílkovin (mg/ml ) 
24 hodin 48 hodin 168 hodin 192 hodin 216 hodin
Vepřové sádlo 0,69 3,33 0,59 3,40 2,48
Hovězí lůj 0,69 2,72 1,21 0,69 1,73
Graf 4.2. Koncentrace rozpustných bílkovin v průběhu submerzní kultivaci, jako substrát byly  
použity sádlo a lůj.
4.4 Stanovení lipolytické a specifické lipolytické aktivity v průběhu submerzní 
kultivace
Stanovení  byla  prováděna podle  návodu v kapitole  3.2.3.  Jako substrát  byl  přidaný    p­
nitrofenyllaurát, který byl štěpen enzymem, přítomným v suspenzi odebírané z kultivačního 
média, za vzniku žlutě zbarveného produktu p­nitrofenolu. Intenzita zbarvení byla měřena na 
spektrofotometru při 420 nm. Aktivita lipázy byla sledována v určitých časových intervalech 
při 37°C. Na základě grafického zpracování naměřených hodnot přírůstku p­nitrofenolu byla 
pro   všechny   testované   substráty   vypočítána   lipolytická   aktivita   (tabulky   4.5­4.6   a   grafy  
4.3­4.4).   Získané   výsledky   aktivity   jednotlivých   testovaných   přípravků   byly   vztaženy   na 
hmotnost   bílkovin   (stanoveních  v   kapitole   4.3)   a   ve   formě   specifické   aktivity   jsou   takto 
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uvedeny v tabulkách 4.5 ­ 4.6. [12],[34].
Tabulka 4.5.  Lipolytická  a  specifická  aktivita v  průběhu submerzní  kultivace pro vybrané  
druhy olejů
Druh oleje 
                    
                 
Lipolytická aktivita (mmol/min) ❘Specifická aktivita (mmol/min/mg bílkovin)
24 hodin 48 hodin 72 hodin 168 hodin 192 hodin 216 hodin
Olej olivový 0,0875 0,222 0,0650 0,0436 0,155 0,0556 0,0619 0,0421 0,0182 0,0157 0,0524 0,0121
Palmový olej 0,161 0,111 0,160 0,114 0,079 ­ 0,0619 0,0421 0,0278 0,0081 0,0747 0,0121
Řepkový olej 0,133 0,0389 0,168 ­ 0,092 0,032 0,0613 0,0228 0,0582 0,0129 0,0603 0,0232
Slunečnicový  0,0164 0,0430 0,130 ­ 0,086 0,0415 0,0773 0,0534 0,0601 0,0270 0,0615 0,0307
Graf 4.3 Lipolytická a specifická aktivita v průběhu submerzní kultivace pro vybrané druhy  
olejů
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Tabulka 4.6. Lipolytická a specifická aktivita v průběhu submerzní kultivaci pro lůj a sádlo
Druh tuků
Lipolytická aktivita (mmol/min) ❘Specifická aktivita (mmol/min/mg bílkovin)
24 hodin 48 hodin 168 hodin 192 hodin
Vepřové sádlo 0,0580 0,0841 0,108 0,0324 0,228 0,387 0,0175 0,0051
Hovězí lůj 0,0164 0,0238 0,0557 0,0205 0,0773 0,0639 0,0385 0,0559
Graf 4.4 Lipolytická a specifická aktivita v průběhu submerzní kultivaci pro lůj a sádlo
Lipolytická aktivita byla měřena v průběhu 9 ­ denní kultivace. U všech druhů tuků a olejů 
se projevil pokles lipolytické aktivity a maximum bylo zjištěno po 24 h kultivaci. Stejné platí 
pro   specifickou   aktivitu.   U   vepřového   sádla   a   slunečnicového   oleje   se   po   třech   dnech 
pozorovalo   zvýšení   aktivity,   potom   aktivita   opět   klesala   ke   konci   kultivace.   Dosažené 
maximum lipolytické a specifické aktivity na začátku, je pravděpodobně v důsledku přídavku 
aktivních lipáz v testovaném přípravku.
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4.5 Stanovení množství uvolněných mastných kyselin v průběhu submerzní kultivace
Ověření   schopnosti   testovaného   přípravku   degradovat   různé   druhy   olejů   a   tuků   při 
submerzní   kultivaci   bylo   prováděno   za   laboratorní   teploty   po   dobu   10   dnů.   Množství 
uvolněných mastných kyselin bylo stanovováno ve vzorku odebraném z kultivačního média 
postupem uvedeným v kapitole 3.2.7. Odběry probíhaly v určených časových intervalech 2 až 
9 dnů [12]. Výsledky stanovení jsou uvedeny v tabulkách  4.7­4.8 a grafech 4.5­4.6.
Tabulka   4.7  Množství   uvolněných   mastných   kyselin   v   průběhu   submerzní   kultivaci   pro 
vybrané druhy olejů
Druh oleje 
Množství uvolněných mastných kyselin (%) 
48 hodin 72 hodin 96 hodin 120 hodin 192 hodin  216 hodin
Olej olivový 14,84 47,66 16,78 18,78 13,94 9,96
Palmový olej 14,18 58,51 47,98 26,13 12,37 10,97
Řepkový olej 21,27 49,75 20,33 29,29 12,84 6,86
Slunečnicový olej 28,15 36,57 12,54 52,15 10,33 7,96
Graf 4.5 Množství uvolněných mastných kyselin v průběhu submerzní kultivaci pro vybrané  
druhy olejů
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Tabulka 4.8 Množství uvolněných mastných kyselin v průběhu submerzní kultivaci pro sádlo a  
lůj
Druh tuků 
Množství uvolněných mastných kyselin (%) 
48 hodin 72 hodin 96 hodin 120 hodin 192 hodin 216 hodin
Vepřové sádlo 40,51 63,73 88,64 12,73 66,48 33,97
Hovězí lůj 74,63 83,41 86,46 70,99 33,97 27,67
Graf 4.6 Množství uvolněných mastných kyselin v průběhu submerzní kultivaci pro lůj a sádlo
Množství uvolněných mastných kyselin v průběhu submerzní kultivaci bylo měřeno jako 
další důkaz lipolytické aktivity a schopnosti produkovaných lipáz štěpit tuky a oleje. Množství 
uvolněných mastných kyselin narůstalo v prvních třech dnech kultivace s maximem během 
třetího nebo čtvrtého dne v závislosti na použitém substrátu a potom procenta uvolněných 
mastných kyselin klesala (grafy 4.5 a 4.6). Předpokládá se další uplatnění volných mastných 
kyselin v metabolismu bakteriálních buněk po vyčerpání triacylglycerolu jako zdroje uhlíku. 
Množství uvolněných mastných kyselin u rostlinných olejů bylo až 60% z celkového množství 
a u tuků až 90%. Tyto výsledky mohou být vlivem předpokladu, že jsou produkované lipázy 
méně specifické vůči triacylglycerolům obsahujícím nasycené mastné kyseliny (např. v tucích) 
[13]. 
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4.6 Sledování nárůstu biomasy v průběhu submerzní kultivace
Podle návodu v kapitole 3.2.8 byl sledován narůst biomasy bakterií při submerzní kultivací, 
pro  všechny  lipidové   substráty.  V  průběhu  90  hodin  byl   zjištěn  narůst  biomasy ve  všech 
vzorcích (graf 4.7). 
Graf 4.7  Nárůst  biomasy v  průběhu submerzní kultivace
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Tvar křivky závislosti koncentrace biomasy na čase je podmíněný substrátem, na kterém 
kultivace probíhala. Tvar křivky je velmi podobný u palmového oleje a hovězího loje, které 
mají největší podíl navázaných nasycených mastných kyselin. Nejvyšší hodnota koncentrace 
biomasy byla zjištěna u olivového oleje a vepřového sádla s převládající složkou ­ mastnou 
kyselinou olejovou. Hovězí lůj jako substrát, z důvodu svojí nemísitelností s vodou a tím i 
emulgace  vykazoval nejmenší narůst biomasy, např.  pětkrát menší než u olivového oleje. Na 
řepkovém oleji   koncentrace  biomasy  byla   stále   rostoucí.  U  všech   tuků   a   olejů   se   narůst 
biomasy neukončil ani po třech dnech kultivace.
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V ZÁVĚR
V předchozí   studii   [12],   bylo   testováno   pět   komerčních   přípravků   s   cílem   zjistit,   zda 
vykazují   lipolytickou   aktivitu   a   jsou   schopné   štěpit   tuky   a   oleje.   Nejlepší   degradační 
schopnosti a tím i účinek byly prokázány u přípravku Sany Duo Spezial. Proto se tato studie 
zabývala dalším zkoumáním vlastností tohoto přípravku. 
  V předchozí  studii  [12] bylo zjištěno, že se v přípravku vyskytují  aerobní   i  anaerobní 
bakterie,   převážně   gramnegativní   tyčinky   a   koky.   V   této   studii   se   na   základě   testu   na 
přítomnost bakteriálních spor zjistilo, že jsou některé z těchto mikroorganismů sporotvorné, a 
že přípravek obsahuje bakteriální spory.
Schopnost přípravku štěpit různé  lipidové substráty byla ověřena na 4 druzích olejů  a 2 
druzích živočišných tuků. Nejdříve byly zjištěny charakteristiky zkoumaných tuků a olejů. Na 
základě   naměřených   hodnot   lze   říct,   že   nebyl   potvrzen   značný   rozdíl  mezi   zjištěnými   a 
předpokládanými hodnotami [7]. Vztah mezi charakteristikami tuků a olejů a schopnosti jejich 
degradace působením bakteriálních lipáz, se nejvíc prokazuje vzhledem na nárůst biomasy.
Lipolytická  aktivita v průběhu kultivace,  v závislosti  na čase má  na začátku vzestupný 
charakter,  po  dosažení  maxima aktivita  dále  klesá.  Nejlépe odbourávanými substráty   jsou 
olivový olej, palmový olej a vepřové sádlo. Vysoka lipolytická a specifická aktivita v živném 
médiu na začátku kultivace pravděpodobně záleží na množství aktivních lipáz přítomných v 
přípravku. Může se říct, že přípravek pravděpodobně obsahuje bakteriální spory a lipázy ve 
vhodném detergentu. Následným vyklíčením spor a narůstáním biomasy se produkují další 
množství enzymu, který se pak účastní v lipolytických reakcích.
Bylo  potvrzeno,  že  přípravek  štěpí   všechny   testované   tuky  a  oleje  na  základní   složky. 
Množství uvolněných mastných kyselin v závislosti na čase na začátku narůstá a po dosažení 
maxima   klesá.   Z   toho   vyplývá,   že   se   po   určitě   době,   uvolněné   mastné   kyseliny   dál 
metabolizují bakteriální kulturou. Řepkový olej a vepřové sádlo jsou nejlépe štěpeny lipázou z 
přípravku. Množství  uvolněných mastných kyselin je o 30% vyšší  u tuků  než  u olejů,  což 
pravděpodobně záleží na specificitě lipáz vůči určitému typu mastných kyselin.
Sledováním nárůstu biomasy v průběhu submerzní  kultivace byl zjištěn narůst na všech 
substrátech. Vepřové sádlo jako substrát stimuluje nejvyšší hodnoty koncentrace biomasy po 
několika dnech, naopak hovězí lůj jako substrát vykazuje nízkou koncentrace nárůstu biomasy, 
z důvodu negativních emulgačních vlastností. Křivka nárůstu biomasy má podobný průběh pro 
triacylglyceroly   obsahující   především   nasycené   mastné   kyseliny   a   odlišný   průběh   pro 
triacylglyceroly obsahující především nenasycené mastné kyseliny s výjimkou slunečnicového 
oleje. Celková koncentrace biomasy v průběhu kultivace se značně liší podle druhu substrátu, 
což pravděpodobně záleží na emulgačních vlastnosti daného tuku nebo oleje v živném médiu.
Závěrem je nutno říci, že problematika charakterizace vlastností komerčního přípravku do 
odlučovače tuků, je velmi složitá, a tato práce postihuje pouze určitou část této problematiky. 
Sledovaný   přípravek  obsahuje   bakteriální   kultury   s   širokým enzymovým vybavením,   což 
potvrzuje možnost kultivace a aplikace na různé druhy lipidových substrátů. 
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VII SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ
Da...........atomová hmotnostní konstanta: 1 Da=1,660538782⋅10−27kg ;
''n.d.''........''není k dispozici'';
PEG.........polyethylenglykol; 
vvm.........objem aerace na objem média [mv3/mm3] (angl. ''volume per volume of medium'');
GRAS.....všeobecně považovaný za bezpečný (angl. ''Generally Recognized As Safe''); 
ČSN.......české technické normy;
U............jednota enzymové aktivity, je vyjadřována v mikromolech substrátu přeměněného za 
minutu, má přepočet: 1U = 1 µmol/min;
Gu ..........kapacita shromažďování tuků;
Gs ..........kapacita separace tuků;
Gb .........objem akumulovaného kalu;
Vk .........kapacita odlučovače tuků; 
 ...........vlnová délkaλ ;
A420 .......absorbance při  =420 nmλ ;
Čz ..........číslo zmýdelnění;
Čp ..........číslo peroxidové;
Čk ..........číslo kyselosti;
Če ..........číslo esterové.
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